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서   론

우리나라의 대표적인 수산 발효 식품인 액젓은 어류, 갑각류, 
연체류, 극피류 등의 전체 또는 일부분을 주원료로 하여 식염을 
가하여 발효 숙성한 후 여과하거나 분리한 액 또는 이에 젓갈
을 여과하거나 분리하고 남은 것을 재발효 또는 숙성시킨 후 여
과하거나 분리한 액을 혼합한 것을 말한다(KMFDS, 2016). 식
품공전에 따른 액젓 품질에 관한 규격은 총질소(액젓 1.0% 이
상, 조미액젓 0.5% 이상), 대장균군 음성 및 타르색소 불검출
로 규정되어 있으며(KMFDS, 2016), 수산전통식품 품목별 품
질 기준에는 액젓은 색택(고유의 색깔을 띠고 변색이 없어야 한
다), 향미(고유의 향미를 가지고 이취가 없어야 한다), 협잡물
(토사 및 기타 협잡물이 없어야 한다), 수분(70% 이하), 염분

(23% 이하), 전질소(1.0% 이상) 등에 관한 규정이 설정되어 있
다(NFQS, 2016). 액젓은 어류, 패류 또는 어류의 내장 등에 고
농도의 염을 가하여 원료에 존재하는 효소와 미생물 작용으로 
발효 및 숙성하기 때문에 독특한 맛과 풍미가 있으나 비위생적
인 환경에 노출되면 유해미생물이 증식하여 액젓 발효에 부정
적인 영향을 미친다. 발효식품에서 가장 대표적인 화학적 위해 
요인인 biogenic amines은 단백질을 함유한 식품이 부패하거
나 발효과정에서 유리아미노산이 미생물의 탈탄산작용에 의해 
생성되는 질소화합물로 화학적 구조에 따라 지방족화합물(pu-
trescine, cadaverine, agmatine, spermine, spermidine), 방향
족화합물(tyramine, 2-phenylethylamine), 헤테로고리화합물
(histamine, tryptamine)로 나뉜다(ten Brink et al., 1994). Bio-
genic amines은 체내에서 직·간접적으로 중추신경전달물질로 
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작용하고 혈압조절 및 혈류 등의 심혈관에도 영향을 미치며, 다
량 섭취하였을 경우 신진대사에 이상이 생기고, 호흡곤란, 홍조
와 두통, 메스꺼움, 오한, 설사, 비정상적인 경련 등을 유발한다
(Kim et al., 2012; Biji et al., 2016). 액젓의 biogenic amines 저
감화를 위한 연구로는 액젓을 제조할 때 단백질 분해효소 또는 
starter를 첨가하여 biogenic amines 생성균의 생육을 저해하는 
방법(Yongsawatdigul et al., 2007; Jeong et al., 2014; Udomsil 
et al., 2015), 액젓에 chlorine dioxide 첨가하는 방법(Zaman 
et al., 2011), 양념류의 에탄올 추출물 첨가에 의한 저해 효과
(Zhou et al., 2016), 어류 가공품의 pH를 4.5 이하로 낮추어 탈
탄산 효소 활성의 억제(Dapkevicius et al., 2000), 또는 감마선 
조사에 의한 biogenic amines 생성균의 생육 억제(Kim et al., 
2004) 등의 연구가 진행되었으나 실효성 및 현장적용에는 문
제점이 내포되어 있는 실정이다. 미국은 다랑어 및 mahi-mahi 
등의 안전한 섭취를 위해 histamine은 50 mg/kg을 넘지 않도
록 규정하고 있으며(USFDA, 2011), 유럽연합은 신선 어류의 
histamine은 200 mg/kg 이하 및 훈제어류제품은 400 mg/kg 이
하로 규정하고 있으며(Yang et al., 2014), 캐나다는 멸치와 발
효 소스에 대해 최대 200 mg/kg 이하, 그 외의 어류 및 어류가
공품에 대해서는 최대 100 mg/kg이하로 규정하고 있다(Health 
Canada’s Maximum Levels for Chemical Contaminants in 
Foods, 2016). 우리나라는 냉동어류, 염장어류, 통조림, 건조/
절단 등 단순 처리한 식품의 경우에는 histamine 함량을 200 
mg/kg 이하로 설정되어 있으나(KMFDS, 2016), 액젓의 경우 
biogenic amines에 대한 기준 또는 규격은 설정되어 있지 않아 
수산식품위생 및 국민건강을 위해 biogenic amines 관리의 필
요성이 꾸준히 제기되고 있다. Biogenic amines의 한 종류인 
putrescine은 그 자체로는 독성이 높지 않으나 diamine oxidase
와 histamine-N-methyltransferase의 효소작용을 방해하여 his-
tamine과 tyramine을 분해하지 못하게 함으로써 이들 독성을 
유지시키며, 식품중의 아질산염을 발암성인 heterocyclic carci-
nogenic nitrosamine으로 바뀌게 하는 역할에도 관여한다고 보
고되어 있다(Bills et al., 1973; Warthesen et al., 1975; Prester, 
2011). 액젓 이외의 다른 발효식품의 경우 biogenic amines 생
성균에 관한 연구는 다수 보고되어 있으나 전통수산발효 식품
인 까나리액젓에서 biogenic amines 생성균에 관한 연구보고
는 거의 없는 실정이다. 따라서 본 논문은 국내 시판 까나리액
젓에서 biogenic amines의 한 종류인 putrescine 생성균을 분리
하여 특성을 검토하였기에 putrescine 저감화를 위한 기초자료
로 제공하고자 한다.

재료 및 방법

재료 및 시약 

실험에 사용한 까나리액젓은 대형마트 및 도매시장에서 판매
하고 있는 제품으로 B사(경기 인천), C사(경기 안성), D사(충남 

천안), G사(전북 부안), H사(충남 논산), K사(충남 홍성), N사(
충남 논산)의 7개 제품을 구입하여 냉장고에 보관하면서 분석
에 사용하였다. Putrescine (98%), 1,7-diaminoheptane (I.S.) 및 
dansyl chloride는 Sigma-Aldrich (Switzerland) 제품을, ace-
tonitrile은 HPLC 급을 사용하였으며, ether 등은 특급 시약을 
사용하였다. 또한 유전자 증폭은 Takara (Japan)사의 Ex Taq 
polymerase 제품을 사용하였다.

시판 까나리액젓에서 putrescine 생성균의 분리

Putrescine 생성균의 분리는 Zaman et al. (2011)의 방법을 
약간 변형하였는데 까나리액젓 1 mL를 탈탄산 배지[tryptone 
(0.5%), yeast extract (0.5%), sodium chloride (3%), glucose 
(0.1%), tween 80 (0.05%), MgSO4·7H2O (0.02%), CaCO3 

(0.01%), MnSO4·4H2O (0.005%), FeSO4·7H2O (0.004%), 
bromocresol purple (0.006%), ornithine (2%) and agar (2%)]
에 접종하여 35℃에서 48시간 배양한 후 보라색 환을 띄는 집락
은 Luria-Bertani (tryptone 1%, yeast-extract 0.5%, NaCl 3%) 
broth에 접종하고 35℃에서 하룻밤 진탕 배양 후 멸균된 글리
세린을 최종 농도 15%가 되도록 첨가하여 cryovial storage box 
(Simport, Canada)에 넣어 -80℃에 보관하면서 실험에 사용하
였다. 

분리 균주의 동정 

분리 균주의 동정은 형태학적, 생화학적 및 16S rRNA 염기
서열 등을 분석하여 동정하였다. 균주의 형태학적 특징은 그람 
염색하여 광학현미경(Olympus CX31, Philippines)으로 형태
를 관찰하였으며, 생화학적 특성은 API Staph 및 API 50CHB 
(BioMerieux, France)를 사용하여 조사하였다. 16S rRNA 서열 
분석을 위한 genomic DNA 추출은 Genomic DNA extraction 
kit (Qiagen, USA)를 사용하여 정제하였으며, 16S rRNA 증폭
용 primer (Dunbar et al., 2000)는 27F primer (5'-AGAGTTT-
GATCCTGGCTCAG-3')와 1492R primer (5'-TACCTTGT-
TACGACTT-3')를 사용하였다. PCR 반응액은 0.5 µL (2.5 U) 
Taq polymerase, 5.0 µL Taq polymerase buffer (×10), 4.0 µL 
2.5 mM dNTP, 35.5 µL 증류수에 20 pmol의 각 primer 2.0 
µL와 1.0 µL의 주형 DNA를 첨가하여 총량이 50 µL가 되도
록 준비하였다. DNA 증폭을 위한 PCR 반응 조건은 95℃에
서 3분간 1회 열 변성 후 95℃ 30초, 55℃ 30초, 72℃ 2분을 한 
단위로 하여 이를 30회 반복하여 DNA를 증폭하였으며 유전
자 증폭에는 GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosys-
tems, USA)를 사용하였다. PCR 증폭 산물은 1.5% agarose gel 
(Sigma, USA)에서 전기영동 후 ethidium bromide로 염색하여 
목적 DNA의 증폭 여부를 확인하였으며 목적 DNA는 QIAEX 
II Gel Extraction Kit (Qiagen, USA)으로 정제하여 pT7Blue T 
Vector (Novagen, USA)에 TA cloning한 다음 Escherichia coli 
DH5α에 형질 전환하였으며 plasmid DNA는 QIAprep Spin 
Miniprep kit (Qiagen, USA)로 정제하여 염기서열을 결정하였
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다. DNA 염기서열결정은 ABI310 sequencers (Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA)를 사용하였으며, 유전자 서
열은 DNASIS MAX v3.0 program (Hitachi Software, Tokyo, 
Japan) 및 유전자 상동성은 NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.
gov/BLAST)를 통하여 검색하였다.

Putrescine 생성량의 측정

까나리액젓에서 분리한 putrescine 생성균은 LB broth (NaCl 
3%)에서 하룻밤 전 배양 후 본 배양 배지[LB broth (NaCl 3%)
에 ornithine 0.5% 첨가하고 pH를 5.8으로 맞춘 후 pyridoxal-
HCl 0.0005% 첨가] 5 mL에 전 배양액 50 μL를 접종하여 35℃
에서 진탕하면서 배양 24시간 및 48시간 후의 상층액을 0.45 
μm syringe filter로 여과하여 배지에 생성된 putrescine 량은 
HPLC로 측정하였다. Putrescine 표준 물질은 0.1N HCl에 녹
여 최종 농도는 500 μg/mL가 되게 하고, 내부표준물질(1,7-di-
aminoheptane)은 0.1N HCl에 녹여 최종 농도는 100 μg/mL가 
되게 하여 표준용액으로 사용하였다. Putrescine 생성능 측정
은 식품공전의 수산물에 대한 규격(KMFDS, 2016)에 준하여 
실시하였는데, 표준 용액 및 시험 용액(배양액) 1 mL를 시험관
에 취하고 여기에 내부표준용액 0.1 mL, 포화탄산나트륨용액 
0.5 mL와 1% dancyl chloride 용액 0.8 mL를 가하여 충분히 혼
합한 후 마개를 하여 45℃에서 1시간 유도체화 하였다. 여기에 
10% proline 용액 0.5 mL 및 ether 5 mL를 가하여 10분간 진
탕하고 상층액을 취하여 질소 가스로 농축한 뒤 acetonitrile 1 
mL를 가하여 녹이고 0.2 μm syringe filter로 여과하여 HPLC 
system (YL 9100, YoungLin Instrument Co., Ltd., Korea)으로 
분석하였으며, 분석 조건은 Table 1과 같다.  

효소활성 측정

Putrescine을 생성하는 균주들이 생산하는 효소 및 효소 활성
은API ZYM kit (BioMerieux, France)를 사용하여 측정하였

다. 시험균주는 LB agar (NaCl 3%)에서 하룻밤 배양한 후 균체
를 회수하여 PBS (phosphate buffered saline, 137 mM NaCl, 
2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4·2H2O, 2.0 mM KH2PO4, pH 
7.4)로 현탁하여 Mcfarland 탁도 5-6으로 조정하였다. 조정된 
균은 API ZYM kit의 각 cupule에 65 µL를 접종하고 37℃에서 
4시간 배양하여 색깔 변화로 효소 활성을 측정하였다.

결과 및 고찰

시판 까나리액젓에서 putrescine 생성균의 분리

이전 연구에서 7종의 국내 시판 까나리액젓을 대상으로 7종
의 biogenic amines 함량을 조사한 결과, 가장 함량이 높은 아민
은 histamine이였으며 범위는 240.8-410.4 mg/kg (평균 301.02 
mg/kg)이였다. 이어 tyramine은 88.26-348.92 mg/kg (평균 
199.21 mg/kg)인 것으로 분석되었으며, putrescine은 73.61-
500.23 mg/kg (평균 183.00 mg/kg), cadaverine은 10.97-65.67 
mg/kg (평균 29.78 mg/kg), tryptamine은 9.42-18.19 mg/kg (
평균 13.01 mg/kg), spermidine과 spermine은 모든 시료에서 
검출되지 않았다(Um and Park, 2015). 시판 까나리액젓의 bio-
genic amines 저감화를 위한 방안을 강구하기 위하여 시료에 
따라 함량의 차이가 큰 putrescine 생성균의 분리를 시도하였
다. Putrescine 생성균은 배지에 전구체인 L-ornithine이 존재
하면 amino acid decarboxylase의 작용에 의해 L-ornithine이 
putrescine으로 전환되며 이때 배지의 pH가 알칼리성으로 바뀌
어 배지에 존재하는 지시약에 의해 colony 주변에는 보라색 또
는 자주색 환이 형성된다. 결과적으로 7종의 시판 까나리액젓에
서 putrescine 생성균으로 추정되는 14균주를 순수 분리하였으
며 -75℃ deep freezer에 보관하면서 실험에 사용하였다.

분리 균주의 동정

Putrescine 생성균으로 추정되는 14균주는 형태학적, 생화학
적 및 유전학적 방법을 사용하여 동정하였다. 그람 염색 결과, 
13균주는 형태학적으로 그람 양성 간균이였으며 나머지 1균주
는 그람 양성 구균으로 확인되었다. 그람 양성 간균의 13균주는 
API 50CHB kit를 사용하여 생화학적 특성을 검토하였다. 생
화학 분석 결과, Bacillus non-reactive로 동정되는 4균주(65.7-
87.5%의 상동성, 1, 2, 3, 9번 균주), Brevibacillus non-reactive
로 동정되는 8균주(56.3-81.8%의 상동성, 4, 5, 6, 8, 10, 11, 12, 
13번 균주) 및 Paenibacillus lautus와 91.5%의 상동성을 나
타내는 1균주(7번 균주)로 동정되었다(Table 2). 또한 그람 양
성 구균의 형태를 나타내는 1균주에 대한 API Staph kit를 이
용한 생화학적 분석결과, 이 균주는 Staphylococcus caprae와 
94.3%의 상동성을 나타내었다(결과 미제시). Staphylococcus 
caprae는 혈류, 요로, 뼈, 관절 등의 질환에 원인이 되는 병원
성 세균으로 보고되어 있으나(Vandenesch et al., 1995; Zheng 
et al., 2015), biogenic amine 생성 관련 또는 amino acid de-

Table 1. Instrument condition for HPLC analysis of putrescine

Parameter Conditions
Detector UV
Column Carbamate Column C18 (4.6×250 nm×5 μm)
Column temp 40℃
Flow rate 1 mL/min
Run time 35 min
Wavelength 254 nm
Gradient elution 
(min) ACN1 (%) H2O (%)

0 55 45
15 65 35
25 80 20
35 90 10

1ACN, acetonitrile.
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Table 2. Identification of putrescine producing bacteria

Strain No.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Gram stain + + + + + + + + + + + + +
Morphology rod rod rod rod rod rod rod rod rod rod rod rod rod
Glycerol - - - - - - - - - + + - -
Erythritol - - - - - - - - - - - - -
D-Arabinose - - - - - - + - - - - - -
L-Arabinose - - - - - - + - - - - - -
Ribose - - - - - - + - - - - - -
D-Xylose - - - - - - + - - - - - -
L-Xylose - - - - - - - - - - - - -
Adonitol - - - - - - - - - - - - -
Methyl-B-D-Xylopyranside - - - - - - + - - - - - -
Galactose - - - - - - + - - - - - -
Glucose - - - - - - + - - - - - -
Fructose - - - - - - + - - - - - -
Mannose - - + - - - + - - - - - -
Sorbose - - - - - - - - - - - - -
Rhamnose - - - - - - - - - - - - -
Dulcitol - - - - - - - - - - - - -
Inositol - - - - - - - - - - - - -
Mannitol - - - - - - + - - - + - -
Sorbitol - - - - - - - - - - - - -
Methyl-α,D-Mannopyranside - - - - - - - - - - - - -
Methyl-α,D-Glucoside - - - - - - + - - - - - -
N-Acethyl-Glucosamine + + + - - - + - + + + - -
Amygdalin - - - - - - + - - - + - -
Arbutin - - - - - - + - - + - - -
Esculin - - - - - - + - - - - - -
Salicin - - - - - - + - - - - - -
Cellobiose - - - - - - + - - + - - -
Maltose - - - - - - + - - - - - -
Lactose - - - - - - + - - - - - -
Melibiose - - - - - - + - - - - - -
Sucrose - - - - - - + - - - - - -
Trehalose - - - - - - + - - - - - -
Inulin - - - - - - - - - - - - -
Melezitose - - - - - - + - - - - - -
Raffinose - - - - - - + - + - - - -
Starch - - - - - - + - - - - - -
Glycogen - - - - - - + - - - - - -
Xylitol - - - - - - - - - - - - -
Gentiobiose - - - - - - + - - - - - -



Putrescine 생성균의 분리 및 동정 577

carboxylase에 관한 연구보고는 국내외적으로 없는 실정이다. 
분리 균주의 16S rRNA 유전자의 염기서열을 결정하기 위하
여 Dunbar et al. (2000)이 제안한 universal primer set (27F와 
1492R)을 사용하여 PCR assay를 한 결과, 모든 균주에서 약 
1,500 bp 전후의 DNA 증폭 산물을 얻을 수 있었다. 16S rRNA 
유전자 염기서열 결과를 NCBI의 BLAST를 통하여 상동성을 
검색한 결과, 1균주의 Lysinibacillus fusiformis (99.54%의 상
동성, 1번 균주), 6균주의 Lysinibacillus xylanilyticus (98.28-
98.88%의 상동성, 2, 4, 5, 6, 8 및 12번 균주), 1균주의 Bacillus 
fusiformis (99.61%의 상동성, 3번 균주), 1균주의 Paenibacil-
lus favisforus (99.14%의 상동성, 7번 균주), 1균주의 Lysini-
bacillus macrolides (99.33%의 상동성, 9번 균주) 및 3균주의 
Lysinibacillus sphaericus (99.07-99.74%의 상동성, 10, 11 및 
13번 균주)로 동정되었다(Table 2). 또한 생화학적 분석에서 
Staphylococcus caprae와 94.3%의 상동성을 나타낸 균주에 대

한 16S rRNA 유전자 염기서열 결과는 Staphylococcus caprae
와 99.01%의 상동성이 있는 것으로 동정되었다(결과 미제시). 
생화학적 및 유전학적 특성에 의한 14균주의 동정 결과, 시판 까
나리액젓에서 putrescine을 생성하는 우점종은 Lysinibacillus 
xylanilyticus 및 Lysinibacillus sphaericus를 포함한 Lysiniba-
cillus 속으로 확인되었다. 까나리액젓에서 분리한 14균주를 대
상으로 biogenic amines 생성능 및 병원성 유전자 보유성에 관
한 기존의 연구자료를 검색한 결과 전혀 검색되지 않았다. 다만 
Paenibacillus 속의 Paenibacillus tyraminigenes는 멸치젓에서 
분리한 균주로 tyramine 생성능이 우수한 것으로 보고되어 있
다(Mah et al., 2008). 멸치젓의 경우 발효 초기에는 Staphylo-
coccus 속이 주종을 이루나 biogenic amines 생성능은 매우 약
한 반면, 발효 기간이 길어지면 Bacillus 속이 biogenic amines 
생성에 관여하는 주종인 것으로 보고되어 있으며(Mah et al., 
2003), 멸치젓에서 가장 우점종의 세균은 Bacillus 속이며 새우

Table 2. continued

D-Turanose - - - - - - + - - - - - -
D-Lyxose - - - - - - - - - - - - -
D-Tagatose - - - - - - - - - - - - -
D-Fucose - - - - - - - - - - - - -
L-Fucose - - - - - - + - - - - - -
D-Arabitol - - - - - - - - - - - - -
L-Arabitol - - - - - - - - - - - - -
Gluconate - - - - - - + - - - - - -
2-keto-Gluconate - - - - - - - - - - - - -
5-keto-Gluconate - - - - - - - - - - - - -
L-Arginine - - - - - - - - - - - - -
L-Lysine - - - - - - - - - - - - -
L-Ornithine - - - - - - - - - - - - -
Trisodium citrate - - - - - - - - - - - - -
Sodium thiosulfate - - - - - - - - - - - - -
Urea - - - - - - - - - + + - -
L-Tryptophan (TDA) - - - - - - - - - - - - -
L-Tryptophan (IND) - - - - - - - - - - - - -
Sodium pyruvate + + + + + + + + + + + + +
Gelatin - - - - - - - - - + + - -
Nitrate - - - - - - - - - - - - -
API 50CHB BNR1 BNR BNR BBNR2 BBNR BBNR P. lau3 BBNR BNR BBNR BBNR BBNR BBNR
Identity (%) 78.9 78.9 87.5 56.3 56.3 56.3 91.5 56.3 65.7 81.8 60.6 56.3 56.3
16S rRNA L. fu4 L. xy5 B. fu6 L. xy L. xy L. xy P. fa7 L. xy L. ma8 L. sph9 L. sph L. xy L. sph
Identity (%) 99.54 98.36 99.61 98.69 98.32 98.28 99.14 98.22 99.33 99.74 99.53 98.88 99.07
1BNR, Bacillus non-reactive; 2BBNR, Brevibacillus non-reactive; 3P. lau, Paenibacillus lautus; 4L. fu, Lysinibacillus fusiformis; 5L. xy, 
Lysinibacillus xylanilyticus; 6B. fu, Bacillus fusiformis; 7P. fa, Paenibacillus favisporus; 8L. ma, Lysinibacillus macroides; 9L. sph, Lysini-
bacillus sphaericus.
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젓에서의 우점종은 Staphylococcus 속인 것으로 보고되어 있
다(Guan et al., 2011). 최근 Moon et al. (2013)은 멸치 및 까
나리액젓에서 히스타민 생성균 Bacillus licheniformis A7 및 
B. coagulans SL5를 분리하였다는 보고는 있으나, 까나리액젓
에서 putrescine 생성균의 분리 및 동정에 관한 연구는 아직 없
는 실정이다.

Putrescine 생성 균주의 효소 활성 검토

Biogenic amines은 단백질을 함유한 식품에서 미생물이 생산
하는 탈탄산효소의 작용에 의해 생성되기 때문에 탈탄산효소
를 포함한 기타 효소 활성의 검토는 분리 균주의 효소학적 특성
을 파악하는데 중요하다. 또한 본 연구에서 분리한 종(Species)
에 대한 효소 활성의 연구가 전무하다는 점도 검토의 필요성
으로 대두되었다. 따라서 putrescine을 생산하는 14균주가 보
유하는 효소 활성은 API ZYM kit를 사용하여 검토하였다. 19
종류 모든 효소에 활성이 없는 균주는 5균주(2, 3, 5, 9 및 C1균
주)로 확인되었으며, 나머지 9균주의 효소 활성은 2-3종류의 효
소에 국한된 것으로 확인되었다(Table 3). Esterase lipase (C8)
는 9균주에서 효소 활성을 나타내고 있으나 활성은 약 5 nmol 
정도로 낮은 편이였다. Esterase (C4)도 8균주에서 활성이 있

으나 약 5 nmol 정도로 낮았으며, α-chymotrypsin는 4균주에
서, acid phospatase는 3균주에서, β-glucuronidase는 1균주에
서 활성을 나타내었다(Table 3). 결과적으로 효소 활성을 나타
내는 9균주의 효소 활성 결과를 보고되어 있는 두 종류의 유산
균 즉, Pediococcus pentosaceus SH-10 (Shin et al., 2012) 및 
Lactobacillus salivarius CPM-7 (Lim et al., 2007)와 비교해 보
면 활성을 나타내는 효소 종류가 적고 효소 활성도 두 유산균에 
비해 현저하게 낮은 것으로 파악되었는데, 이는 비교 대상의 균
주들은 속(Genus)이 다르기 때문인 것으로 판단된다. 

분리 균주의 putrescine 생성량 측정

Putrescine 표준 물질의 농도에 따른 검량선은 R2값이 0.9984
로 거의 직선을 나타내었고, retention time (RT)은 21.32분에
서 분리된 단일 피크를 확인하였다(Fig. 1A and 1B). Putres-
cine 생성 균주로 분리한 14균주를 L-ornithine이 0.5% 첨가된 
LB broth (NaCl 3%) 5 mL에 24시간 및 48시간 배양 후 배지
에 존재하는 putrescine 생성량은 HPLC로 측정하였다(Table 
4). 24시간 배양 후 배지에 생성된 putrescine 량은 0.01-22.13 
mg/L로 균주에 따라 putrescine 생성량의 차이는 크게 나타났
다. 또한 48시간 배양한 배양액에 생성된 putrescine 량은 1.66-

Table 3. Enzymatic activities of putrescine producing bacteria by API ZYM analysis

Enzyme
Strain No.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 C1
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Alkaline phosphate 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Esterase (C4) 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0
Esterase Lipase (C8) 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0
Lipase (C14) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Leucine arylamidase 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Valine arylamidase 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Crystine arylamidase 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Trypsin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
α-chymotrypsin 2 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
Acid phospatase 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0
Naphtol-AS-BI-phosphohydrolase 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
α-galactosidase 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
β-glucuronidase 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
β-glucosidase 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
α-glucosidase 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
β-glucosidase 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N-acetyl-β-glucosaminidase 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
α-mannosidase 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
α-fucosidase 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10, 0 nmol; 1, 5 nmol; 2, 10 nmol, 
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236.97 mg/L로 24시간에 비해서는 월등하게 많은 량이 검출되
었다. 48시간 배양했음에도 불구하고 일부 균주(3번, 7번 및 9
번)는 10.0 mg/L 이하로 매우 소량의 putrescine이 검출되었는
데 이는 탈탄산효소유전자에 문제가 있거나, 사용한 배지가 pu-
trescine 생성에 적절하지 못한 배지였거나 또는 putrescine 생
성균이 아닐 가능성도 충분히 있다고 판단된다. Putrescine 생
성능이 가장 우수한 균주는 그람 양성 구균인 Staphylococcus 
capitis C1균주이였으며 가장 활성이 좋은 다른 균주와 비교해

도 약 7.1배 높은 것으로 확인되었으며, Staphylococcus capitis 
C1균주 이외의 다른 13균주의 putrescine 생성량은 1.66-33.44 
mg/L 범위로 대체로 낮게 측정되었다. 까나리액젓을 포함한 
액젓 유래 세균의 putrescine 생성량에 관한 기존의 연구결과
가 없기 때문에 비교할 수는 없지만 멸치액젓 및 까나리액젓
에서 분리한 histamine 생성 균주인 B. licheniformis A7 및 B. 
coagulans SL5의 경우 histamine의 최대생성량이 22.3±3.5 및 
15.1±1.5 mg/L였다는 결과(Moon et al., 2013)와 비교해 보면 
본 연구에서 사용한 13균주의 putrescine 평균 생성량은 19.25 
mg/L로 기존의 보고와 큰 차이는 없었으나 균주에 따른 생성
량의 차이는 크게 나타났다. Biogenic amines은 단백질을 함유
한 식품이 부패하거나 발효 또는 숙성과정에서 유리아미노산
이 탈탄산효소를 생산하는 미생물에 의해 생성되는 저분자의 
질소화합물로 Bacillus spp, Citrobacter spp, Clostridium spp, 
Escherichia spp, Lactobacillus spp, Proteus spp, Pseudomonas 
spp, Salmonella spp, Pediococcus spp, Streptococcus spp, 및 
Enterococcus spp. 등 그람 양성 및 음성균에 의해 만들어진다
(Halász et al., 1994; Burdychova and komprda, 2007; Landete 
et al., 2007). 현재 biogenic amines에 관한 국내·외 연구는 멸치
액젓, 간장, 된장, 청국장, 김치, 와인, 치즈, 소시지 등에서 연구
가 많이 진행되어 왔지만 까나리액젓에 관한 연구는 매우 미비
한 상태이다. 우리나라는 김치, 반찬, 국에도 액젓을 자주 사용
하여 수요량이 점점 증가하고 있는 추세이기 때문에 과거에 비
해 biogenic amines에 노출 위험성이 증가하고 있다는 점에서 
액젓 및 발효식품의 안정성을 제고하는 많은 연구가 절실하게 
필요하다. 따라서 biogenic amines 중 직접적인 독성을 나타내
는 histamine과 tyramine 뿐만 아니라 이들의 독성을 증강시키
는 putrescine 및 다른 biogenic amines에 관한 연구도 함께 진
행되어야 한다고 판단된다. 

Fig. 1. Calibration curve for concentrated of putrescine (A) and HPLC chromatograms of putrescine (B).
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Table 4. Production of putrescine of putrescine-producing bacteria 
in LB broth by incubation time 

Strain No.
Concentration of putrescine (mg/L) 

24 h 48 h 
1 17.58 31.14
2 7.92 13.97
3 4.51 7.28
4 15.02 33.44
5 9.31 13.43
6 15.59 26.36
7 0.01 1.66
8 14.92 27.88
9 4.61 8.14
10 10.30 14.00
11 15.22 16.48
12 11.75 27.96
13 22.13 28.57
C1 0.02 236.97
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